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Das Europe ische Patentamt hat auf die eurcpaische Pa+ enteral dung 
95 93 4621.4 ein Patent mit der im Betreff genannten Ver6ffent- 
{, .1 ichungsnummer ertei It . 

Das Patent, desse_n Wirkung fur die Bundesrepubl 1k Deutschland nach 
Art. 79 Abs. 3 und 97 Abs. 4 EP0 mit der VerOffent 1 ichung des Hin- 
weises auf die Patentertei lung 1m EuropSischen Pateritblatt eintritt, 
wird belm Deutschen Patent- und Markenamt unter dem Aktenzeichen 

695 28 070.8-08 2 

m 

gefuhrt. Es wird gebeten. im Schriftverkehr mit dem Deutschen Patent- 

und Markenamt und bei Einzahlungen nur noch dieses Aktenzeichen zu 

verwenden . ^ 

Falls die gesamte europaische Patentschrift nicht in deutscher ^ 
Sprache verOffent 1 icht worden ist, hat der Patent inhaber innerhalb S 
einer Frist von drel Monaten eine deutsche Obersetzung dieser Patent- *W 
schrift (zweifach) beim Deutschen Patent- und Markenamt einzureichen fn 
und die GebGhr fQr deren VerOffent 1 ichung zu entrlchten. Als Ver- 
wendungszweck 1st neben dem amt lichen Aktenzeichen der Gebuhrencode m 
313 820 anzugeben. Hinsichtlich der ZahlungsmOgl Ichkeiten wird auf die 
Ruckselte verwlesen. D1e Frist beginnt m1t der VerGffentl ichung des O 
Hinweises auf die Patentertei lung im europaischen Patentblatt. Wird O 
innerhalb der Frist die Obersetzung nicht eingereicht oder die Gebuhr "TJ 
nicht entrichtet, so gelten die Wirkungen des europaischen Patents fur .< 
die Bundesrepubl ik Deutschland als von Anfang an nicht eingetreten. 
Als nachste Jahresgebuhr wird die 08. Jahresgebuhr failig. Sie ist an 
die Zahlstelle des Deutschen Patent- und Markenamtes einzuzahlen und 
kann bis zum 31.12.2002 zuschlagfrei entrichtet werden. 

- Zusatz fQr Vertreter: Weitere Zustellungen erfolgen nur nach Vorlage 

einer Vollmacht bzw. Anzeige der Vertretungsubernahme. 

Diese Mitteilung wurde maschinell erstellt und wird nicht unterschr 1 eben . 
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Vedr.: DK/EP patent nr. 0784674. Virknina for Danmark . 

Hermed har ovennaevnte europaeiske patent f&et virkning for Danmark, og er indfort i 
patentregistret under registreringsnummer DK/EP 0784674. Patentbrev er vedlagt. 

De kan opretholde patentet, sa laenge De betaler arsgebyrer, dog hojst i 20 &r regnet 
fra den dag, patentansegningen anses for indleveret. 

Arsgebyrer for gebyrSr, som begynder efter den dag, hvor Den Europaeiske Patent- 
myndighed har bekendtgjort sin afgorelse om meddelelse af patentet, skal betales til 
Patent- og Varemaerkestyrelsen. - - 

Ved henvendelse til Patent- og Varemaerkestyrelsen kan De fa oplysning om de nu- 
vaerende Srsgebyrers storrelse. 

De har selv ansvaret for betaling af Arsgebyrer. Hvis De ikke betaler Srsgebyreme 
rettidigt, bortfalder patentet, uanset om der er modtaget pamindelse om betaling eller 
ej. 

Gebyreme kan betales ved check trukket i et dansk pengeinstitut, via postgiro eller 
ved personlig henvendelse til direktoratets kasse. Gebyreme skal betales i danske 
kroner. Husk venligst at oplyse patentets nummer, nSr De betaler gebyreme. 

Med venlig hilsen 


Jette Pawelczuk 
Afdelingsleder 
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Kongeriget Danmark 

Patent nr. DK/EP 0784674 


Det europaeiske patent pk den opfindelse, som er angivet i vedlagte 
oversaettelse af europaeisk patentskrift, har fSet virkning for Danmark. 
Pa patentskriftets forside findes oplysning om patenthaver, om dagen 
for Den Europaeiske Patentmyndigheds bekendtgorelse af patentets 
meddelelse, om dagen for bekendtgorelse af dansk oversaettelse af 
patentskriftet og om den europaeiske indleveringsdag, som er dagen, 
fra hvilken patenttiden lober. 

Patentets virkning for Danmark er meddelt i medfor af patentloven, jf. 
lovbekendtgarelse nr. 587 af 2. juli 1993. 


4. november 2002 

Patent- og Varemaerkestyrelsen 

0ko»omi- og Erhvervsrpirtisteriet 

/yap' *y 

Mogens Kring 
Direkter 


Patent- og Varem>erkestyrelsen 
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(80) Dato for Den EuropaBiske Patentmyndigheds 

bekendtgoretee om meddelelse af patentet: 2002-09-04 

(86) Europaeiskansogning nr.: 95934621.4 

(86) EuropaBisk indleveringsdag: 1995-10-26 

(87) Pen europ»iske ansegnings publiceringsdag: 1997-07-23 

(86) International anscgning nr.: PCT/DK95/00425 

(87) International! puWikationsnr.: WO/961 3579 
(30) Prioritet: 1994-10-26 DK 1235/94 
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(73) Patenthaver: Novozymes A/S, Krogshoejvej 36, 2880 Bagsvaerd, Danmark 
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Teknisk omrSde 

Den foreliggende opfindelse angSr hkJtil ukendte lipolytiske enzymer. Mere 
specifikt tiivejebringer opfindelsen hidtB ukendte lipolytiske enzymer afledt ud 
5 fra Fusarium culmorum. 

Baqqrundsteknik 

Lipolytiske enzymer finder mangfoldige industrielle anvendelser. Alkalisk lipase 
io er af sseriig interesse til anvendelse i detergentsammensaetninger. 

Alkaliske lipaser af mikrobiel oprindelse er Wevet beskrevet, hvilket indbefatter 
lipaser opndet ud fra Fusarium. Lipaser opndet ud fra Fusarium culmorum er 
aldrig blevet beskrevet. 

Sammendrag af opfindelsen 

Det er et formal ifolge den foreliggende opfindelse at tllvejebringe hidtil 
ukendte alkaliske lipolytiske enzymer (EC 3.1.1.3). 

20 

Opfindelsen tSvejebringer i sit forste aspekt folgelig et lipolytisk enzym afledt 
ud fra Fusarium culmorum. 

Enzymet har et pH-optimum i omrSdet fra ca. 7 til ca. pH 9, mere specifikt ca. 
25 pH 8 r n3r det bestemmes ved 30 °C med tributyrin som substratr — 

Enzymet har falgende N-terminalaminosyresekvens (jf. SEQ ID NO:1): 

Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-As 
30 GJy-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-AsrK 

Opfindelsen tiivejebringer i sit andet aspekt en fremgangsmSde til fremstilling 
af det lipolytiske enzym, hvBken fremgangsmSde omfatter dyrkning af en 
lipase-producerende stamme af Fusarium culmorum \ et egnet 
35 naeringsmedlum, der indeholder carbon- og nitrogenkilder og andre uorganiske 

salte, efterfulgt af indvinding af det lipolytiske enzym. 
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Opfindelsen titvejebringer i sit tredje aspekt en fremgangsmSde til fremstilling 
af det lipolytiske enzym, hvilken fremgangsmSde omfatter at isolere et DNA- 
fragment, der indkoder det lipolytiske enzym; kombinere DNA-fragmentet rned 
et passende ekspressionssignal i en passende plasmidvektor, introduces 
5 plasmidvektoren i en passende vaert enten som et autonomt replikerende 
plasmid eller integreret i kromosomet; dyrke vaertsorganismen under 
betingelser, der ferer til ekspression af det lipolytiske enzym; og indvinde 
enzymet ud fra dyrkningsmediet. 

10 Opfindelsen tilvejebringer i yderligere aspekter detergentsammensaetninger, 

s&vel som detergentadditiver, der omfatter det lipolytiske enzym ffolge 
opfindelsen. 

Opfindelsen tilvejebringer endelig en biologisk ren kultur af stammen Fusarium 
15 culmorvm CBS 513.94. 

Detalieret beskrivelse af opfindelsen 

Mikrooraahismen 

20 

Opfindelsen tBvejebringer lipolytiske enzymer afledt ud fra en stamme af 
svampen Fusarium culmorvm. Fusarium culmorvm er en kendt art, og 
stammer af Fusarium culmorvm er blevet deponeret og er offentligt 
tilgaengelige fra depositar-Institutter, for eksempel Deutsche Sammlung von 
25 Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Tysklaod og American Type 
Culture Collection (ATCC), USA. 

I en foretrukken udforelsesfomn tilvejebringer opfindelsen et lipolytisk enzym 
afledt ud fra stammen Fusarium culmorvm DSM 1094, Fusarium culmorvm 

30 DSM Fusarium culmorvm 62 184, Fusarium culmorvm DSM 62 188, Fusarium 

culmorvm DSM 62 191, Fusarium culmorvm DSM 62 223, Fusarium culmorvm 
ATCC 12 656, Fusarium culmorvm ATCC 15 620, Fusarium culmorvm ATCC 
16 430, Fusarium culmorum ATCC 16 551 , Fusarium culmorum ATCC 26 556, 
Fusarium culmorvm ATCC 34 910, Fusarium culmorum ATCC 34 913, 

35 Fusarium culmorum ATCC 36 017, Fusarium culmorvm ATCC 36 879, 

Fusarium culmorum ATCC 36 881, Fusarium culmorum ATCC 36 886, 
Fusarium culmorum ATCC 44 417, Fusarium culmorvm ATCC 46 040, 
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Fusarium culmorvm ATCC 56 088, Fusarium culmorum ATCC 56 089, 
Fusarium culmorum ATCC 60 275, Fusarium culmorum ATCC 60 362, 
Fusarium culmorum ATCC 62 214, Fusarium culmorum ATCC 62 215 eller 
Fusarium culmorum ATCC 60 075 eller en mutant eller en variant deraf. 

5 

I sin mest foretaikne udferelsesform tilvejebringer opfindelsen et Kpdytisk 
enzym afledt ud fra stammen Fusarium culmorum CBS 513.94 eller en mutant 
eller en variant deraf. Denne stamme er blevet deponeret ifolge 
Budapesttraktaten vedrorende International Recognition of the Deposit of 
10 Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved Centraalbureau 
Voor Schimmelcultures (CBS), Ooesterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG 
Baam, Holland, den 25. oktober 1994. 

I et andet aspekt tilvejebringer opfindelsen en biologisk ren kuKur af stammen 
15 Fusarium culmorum CBS 513.94. 

Fvsisk-kemiske egenskaber 

I foretrukne udferelsesformer kan de lipolytiske enzymer ifolge opfindelsen 
20 karakteriseres ved at have 6n eller flere af folgende fysisk-kemtske 

egenskaber. 

Enzymet har et pH-optimum i omrddet fra ca. 7 til ca. pH 9, mere specifikt ca. 
pH 8, ndr det bestemmes ved 30 °C med tributyrin som substrat. 
25 . - . ... _ 

Enzymet har folgende N-terminalaminosyresekvens (jf. SEQ ID NO:1): 

Ala-Val-Ser-VaLSer-Thr~Th^ 
G ly-AIa-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-. 

30 

Enzymet har en molekylvaegt pd 28,4 kDa som bestemt ved masse- 
spektrometri. 

Fremstillino af det lipolytiske enzvm 

35 

Det lipolytiske enzym ifalge opfindelsen kan fremstilles ved dyrkning af en 
stamme af Fusarium culmorum i et egnet naeringsmedium, der indeholder 
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carbon- og nitrogenkilder og uorganiske salte, efterfulgt af indvinding af 
lipasen. I en foretrukken udforelsesform er den lipaseproducerende stamme 
Fusarium culmorvm CBS 513.94 eller en mutant eiler en variant deraf. 

5 Det lipolytiske enzym kan ogsS opnSs ved rekombinant DNA-teknologi ved 
fremgangsmSder kendt inden for faget per se, for eksempel ved at isolere et 
DIMA-fragment, der indkoder lipasen, kombinere DNA-fragmentet med 
passende ekspres-stonssignal(er) i en passende vektor, introduces vektoren 
eller dele deraf i en passende vaert enten som et autonomt replikerende 

10 plasmid eller integreret I kromosomet, dyrke vaertsorganismen under 
betingelser, der fcrer til ekspression af lipasen og indvinde lipasen ud fra 
dyrkningsmediet 

I foretrukne udforelsesformer af opfindelsen er vaertsorganismen af bakteriel 
15 oprindeJse, fortrinsvis en stamme af Escherichia coti eller en stamme af 
Bacillus eller en stamme af Streptomyces, eller af svampeoprindelse, 
fortrinsvis en stamme af Aspergillus, en stamme af Neurospora, en stamme af 
Fusarium eller en stamme af Trichoderma, eller en gaercelle, fortrinsvis en 
stamme af Saccharomyces eller en stamme af Kluyveromyces eller en 
20 stamme af Hansenula eller en stamme af Pichia. 

Efter dyrkningen kan det lipolytiske enzym indvindes og oprenses ud fra 
dyrkningsnaeringsvaesken ved traditionelle fremgangsmSder, sSsom hydrofob 
kromatografi, ionbytnlngskromatografi eller kombinationer deraf. 

25 

Lloolvtisk akMvttet 

Den lipolytiske aktivitet kan bestemmes under anvendelse af tributyrin som 
substrat Denne fremgangsmSde er baseret pd enzymets hydrolyse af 
30 tributyrin, og alkaliforbruget registreres som en funktion af tiden, 

£n lipaseenhed (LU) er defineret som den enzymmaengde, der under 
standardbetingelser (dvs. ved 30,0 °C; pH 7,0; og tributyrin som substrat) 
frigiver 1 jimol titrerbar smorsyre pr. min. Gummi arabicum anvendes som 
35 emulgerings-middel. 
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En folder, AF 95/5. der beskriver denne analytiske fremgangsmSde mere 
detaljeret, er tilgaengelig ved foresporgsel hos Novo Nordisk A/S, Danmark, 
hvBken folder herved er indbefattet under henvisning. 

5 Deterqensammensastninqer 

Det lipolytiske enzym ifolge opfindelsen kan typisk vaere en bestanddel af en 
detergentsammensaetning. Det kan som sSdan indbefattes i 
detergentsammen-saetningen j form af et ikke-stovende granulat, en 

10 stabiliseret vaeske eller et beskyttet enzym. Ikke-stovende granulater kan for 
eksempel fremstilles som beskrevet i US 4 106 991 og 4 661 452 (begge til 
Novo Industri A/S) og kan eventuelt coates ved fremgangsmSder kendt inden 
for faget. Eksempler p£ voksagtige cpatingmaterialer er 
poly(ethytenoxid)produkter (polyethylenglyool, PEG) med middelmolekylvaegte 

15 pd fra 1000 tB 20 000; ethoxylerede nonylphenoler, der har fra 16 til 50 

ethylenoxidenheder; ethoxylerede fedtalkoholer, i hvilke alkoholen indeholder 
fra 12 til 20 carbonatomer, og i hvilke der er fra 15 til 80 ethylenoxidenheder 
fedtalkoholer; fedtsyrer; og mono- og di- og triglycerider af fedtsyrer. 
Eksempler p£ filmdannende coatingmaterialer egnede til anvendelse ved 

20 teknikker med fluidt leje er givet i patent GB 1 483 591. Vseskefonmige 
enzympraeparater kan for eksempel stabiliseres ved at tilsaette en polyol, 
sdsom propylenglycol, en sukkerart eller en sukkeralkohol, maelkesyre eller 
borsyre ifelge de etablerede fremgangsmSder. Andre enzymstabiliserende 
midler er velkendte inden for faget. Beskyttede enzymer kan fremstilles ifolge 

25 fremgangsmSden beskrevet i EP 238 216. - ... 

Detergentsammensaetningen ifclge opfindelsen kan vaere i en hvilken som 
heist bekvem form, for eksempel som pulver, granuler, pasta eller vaeske. Et 
vaeskeformigt detergent kan vaere vandholdigt, hvor det typisk indeholder op til 
30 70 % vand og 0-30 % organisk oplosningsmiddel, eller ikke-vandho!digt. 

Detergentsammensaetningen omfatter 6t eller flere overfladeaktive midler, som 
hver for sig kan vaere anioniske, nonioniske, kationiske eller zwitterioniske. 
Detergentet indeholder saedvanligvis 0-50 % anionisk overfladeaktivt mfcJdel, 
35 sSsom lineaer alkylbenzensulfonat (LAS), alfa-olefinsutfonat (AOS), alkylsulfat 

(fedtalkohol-sulfat) (AS), alkoholethoxysulfat (AEOS eller AES), sekundaere 
alkansulfonater (SAS), alfa-sulfofedtsyremethylestere, alkyl- eller 
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alkenylravsyre, eller saebe. Den kan ogsfi indeholde 0-40% nonionisk 
overfladeaktivt mkJdel, sdsom alkoholethoxylat (AEO eller AE), carboxylerede 
alkoholethoxylater, nonylphenolethoxylat, alkylpolyglycosid, alkyl- 
dimethylaminoxid, ethoxyleret fedtsyremonoethanolamid, 

fedtsyremonoethanolamid eller polyhydroxyalkytfedtsyreamid (for eksempel 
som beskrevet i WO 92/06 1 54). 

Detergentsammensaetningen kan endvidere omfatte 6t eller flere andre 
enzymer, som traditionelt anvendes i detergentsammensaetninger, sSsom en 
amylase, en cutinase, en protease, en cellulase, en peroxidase og/eller en 
oxidase. 

Detergentet kan indeholde 1-65 % af en detergentbuilder eller et kompleks- 
dannende middel, s^som zeolit, diphosphat, triphosphat, phosphonat, citrat. 
nitrolo-trieddikesyre (NTA), ethylendiamintetraeddikesyre (EDTA), 
diethylentriaminpenta-eddikesyre (DTMPA), alkyt- eller alkenylravsyre, 
oploselige silicater eller lagdelte silicater (for eksempel SKS-6 fra Hoechst). 
Detergentet kan ogsS vaere ikke-builder-holdigt, dvs. i alt vaesentligt fri for 
detergentbuilder. 

Detergentet kan omfatte 6n eller flere polymerer. Eksempler er carboxy- 
methylcellulose (CMC), poly(vinylpyrrolidon) (PVP), polyethylenglycol (PEG), 
poly-{vinylalkohol) (PVA), polycarboxylater sdsom polyacrylater, 
malein/acylsyre-copolymerer og laurylmethactylat/acrylsyre-copolymerer. 

Detergentet kan indeholde et blegemiddelsystem, der kan omfatte en 
H^rkilde, sSsom perborat eller percarbonat, som kan kombineres med en 
persyre-dannende blegemiddelaktivator, sdsom tetraacetylethylendiamin 
(TAED) eller nonanoyloxybenzensulfonat (NOBS). Blegemiddelsystemet kan 
altemativt omfatte peroxysyrer af for eksempel amid-, imid eller sulfontypen. 

Enzymeme i detergentsammensaetningen ifolge opfindelsen kan stabiliseres 
under anvendelse af stabiliseringsmidler, for eksempel en polyol, sSsom 
propylervglycol eller glycerol, en sukkerart eller en sukkeralkohol, maelkesyre, 
borsyre eller et borsyrederivat sSsom for eksempel en aromatlsk boratester, og 
samrnensastningen kan formuleres som beskrevet I for eksempel 
WO 92/1 9 709 og WO 92/1 9 708. 
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Detergentet kan ogsfi indeholde andre traditionelle detergentbestanddele, 
sdsom for eksempel stofkonditioneringsmidler, der indbefatter lerarter, skum- 
forstaerkere, saebeskumsundertrykkende midker, antikonosionsmidler, smuds- 
suspenderende midler, antismudsgenaflejringsmidler, farvestoffer, 
baktericider, optisk hvidt eller parfume. 

pH'en (m^lt j vandig opl0sning ved bmgskoncentration) vil saedvanligvis vaere 
neutral eller alkalisk, for eksempel i omrSdet 7-11. 

Saeriige former af detergentsammensaetninger inden for omfanget af 
opflndelsen indbefatter 


1) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en 
bulkmassefylde p& mindst 600 g/l, som omf after 


Lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 

7 - 12 % 

Alkoholethoxysulfat (for eksempel C 12 -iB-alkohol, 1-2 EO) eller 
alkylsulfat (for eksempel C 10 . 1B ) 

1-4% 

Alkoholethoxylat (for eksempel d^is-alkohol, 7 EO) 

5-9% 

Natriumcarbonat (som NazC0 3 ) 

14-20% 

Opiosetigt sificat (som Na 2 O,2Si0 2 ) 

2-6% 

2eolit(som NaA1SiO«) 

15-22% 

Natriumsulfat (som NajSO*) 

0-6% 

Natriumcilrat/citronsyre (som CeHeNasCyCeHsOr) 

0-15% 

Natriumperborat (som NaB0 3 .H20) 

11-18% 

TAED 

2-6% 

CarboxymethylceMulose 

0-2% 

Polymerer (for eksempel matein/acrylsyre-copolymer, PVP, PEG) 

0-3% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001 -0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel sasbeskumsundertrykkende 
midler, parfume, optisk hvidt, lysblegemidler) 

0-5% 
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2) En detergentsammensastning formuleret som et granulat, der har en 


bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter 


Lineaer alkylbenzensutfonat (beregnet som syre) 

6-11 % 

Alkoholethoxysulfat (for eksempel C n M6-alKohol, 1-2 EO eller 
alkylsuJfonat (for eksempel Cua) 

1-3% 

Alkoholethoxylat (for eksempel C 14 . 15 -alkohol ( 7 EO) 

5-9% 

Natriumcarbonat (som Na 2 C03) 

15-21% 

Opleseligt silicat (som Na20 t 2Si0 2 ) 

1-4% 

Zeolit (som NaA1 Si0 4 ) 

24-34% 

Natriumsulfat (som Na^O*) 

4-10% 

Natriumcitrat/citronsyre (som CtH(f4a^0 7 JC^H t 0 7 ) 

0-15% 

Carboxymethylceltulose 

0-2% 

Pofymerer (for eksempel malein/acrylsyre-copolymer, PVP, PEG) 

1-6% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001 - 0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel saebeskumsundertrykkende 
midler, parfume) 

0-5% 

3) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en 
bulkmassefylde p& mindst 600 g/l, som omfatter 

Lineaer alkylbenzensutfonat (beregnet som syre) 

5-9% 

Alkoholethoxylat (for eksempel C 12 o5-alkohol, 7 EO) 

7-14% 

Saebe som fedtsyre (for eksempel Cie-22-fedtsyre) 

1-3% 

Natriumcarbonat (som Na 2 C0 3 ) 

10-17% 

Opieseltgt silicat (som Na20 t 2SiO z ) 

3-9% 

Zeolit (som NaA1St0 4 ) 

23-33% 

Natriumsulfat (som Na^OO 

0-4% 

Natriumperborat (som NaBO>H 2 0) 

8-16% 

TAED 

2-8% 

Phosphonat (for eksempel EDTMPA) 

0-1 % 

Carboxymethytcelluiose 

0-2% 

Polymerer (for eksempel mateln/acrylsyre-copoJymer, PVP, PEG) 

0-3% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001 - 0,1 % 

Mndre bestanddele (for eksempel saebeskumsundertrykkende 
midler, parfume, optisk hvidt) 

0-5% 
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4) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en 
bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter 


Lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 

8-12% 

Alkoholethoxylat (for eksempel CiMs-alkohol, 7 EO) 

10-25% 

Natriumcarbonat (som NazC0 3 ) 

14-22% 

Opleseligt silicat (som Na?O t 2$\0 2 ) 

1-5% 

Zeolit (somNaA1Si0 4 ) 

25-35% 

Natriumsuffat (som Na 2 S0 4 ) 

0-10% 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Polymerer (for eksempel malein/acrytsyre-copolymer, PVP, PEG) 

1-3% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0.1% 

Mindre bestanddele (for eksempel saebeskumsundertrykkende 
midler, parfurne) 

0-5% 

5) En vandig vaeskeformig detergentsammensaetning, som omfatter 

lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 

15-21% 

Alkoholethoxylat (for eksempel C^-is-alkohol, 7 EO eller 
C 12 .i5-alkohol, 5 EO) 

12-18% 

Seebe som fedtsyre (for eksempel oleinsyre) 

3-13% 

Alkenylravsyre (C,m 4 ) 

0-13% 

Arm'noethanol 

8-18% 

Citronsyre 

2-8% 

Phosphonat 

0-3% 

Polymerer (for eksempel PVP, PEG) 

0-3% 

Borat (som B4O7) 

0-2% 

Ethanol 

0-3% 

Propylenglycol 

8-14% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1% 

Mindre bestanddele (for eksempel dispergeringsmidler, saebeskums- 
undertrykkende midler, parfurne, optisk hvidt) 

0-5% 


I 
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6) En vandig struktureret vaeskeformig detergentsammensaetning, som 
omfatter 


Lineaer alkytbenzensulfonat (beregnet som syre) 

15-21 % 

Alkoholethoxylat (for eksempel CiMralkohol, 7 EO eller 
CiM5-aIKohol r 5 EO) 

3-9% 

Saebe som fedtsyre (for eksempel oleinsyre) 

3-10% 

Zedit (som NaA1Si0 4 ) 

14-22% 

Kaliumcitrat 

9-18% 

Borat (som B 4 0 7 ) 

0-2% 

Carboxymethytcellulose 

0-2% 

Polymerer (for eksempel PEG, PVP) 

0-3% 

Forankringspolymerer, sisom for eksempel lauryimethacrylat/acryl- 
syre-copofymer, molaert forhold 25:1; MV 3800 

0-3% 

Glycerol 

0-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel dispergeringsmidler, saebeskums- 
undertrykkende midler, parfume, optisk hvidt) 

0-5% 

7) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en 
bulkmassefyide p& mindst 600 g/l, som omfatter 

Fedtalkoholsulfat 

5-10% 

Ethoxyteret fedtsyremonoethanoIamkJ 

3-9% 

Saebe som fedtsyre 

0-3% 

Natriumcarbonat (som Na 2 C0 3 ) 

5-10% 

OptoseBgt silicat (som Na20 ( 2Si0 2 ) 

1-4% 

Zeolit (som NaA1Si0 4 ) 

20 - 40% 

Natriumsulfat (som Na 2 S0 4 ) 

2-8% 

Natiiumperborat (som NaBOa-hfeO) 

12-18% 

TAED 

2-7% 

Polymerer (for eksempel matein/acrylsyre-copolymer, PEG) 

1-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0.0001-0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel optisk hvidt, saebeskums- 
undertrykkende midler, parfume) 

0-5% 
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8) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der omfatter 


Uneaer alkytbenzensulfonat (beregnet som syre) 

8-14% 

Ethoxyleret fedtsyfemonoethanotamid 

5-11 % 

Saebe som fedtsyre 

0-3% 

Natriumcarbonat (som NazCOa) 

4-10% 

Opteseligt silicat (som Na 2 0,2Si0 2 ) 

1-4% 

Zeotit (som NaA1Si0 4 ) 

30-50% 

Natriumsutfat (som Na^O*) 

3-11 % 

NalriumcHrat (som CeHsNa^O?) 

5-12% 

Potymerer (for eksempel PVP, malein/acrylsyre-copolymer, PEG) 

1-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel saebeskumsundertrykkende 
midler, parfume) 

0-5% 

9) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der omfatter 

Lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 

6-12% 

Nonionisk overfladeaktrvt mkfdel 

1-4% 

Sasbe som fedtsyre 

2-6% 

Natriumcart>onat {som Na 2 C0 5 ) 

14-22% 

ZeoM(somNaA1Si0 4 ) 

18-32% 

Natriumsulfat (som Na2S0 4 ) 

5-20% 

Natriumcitrat (som CeHsNasOr) 

3-8% 

Natriumpeiborat (som NaBO^H^) 

4-9% 

Blegemiddelaktivator (for eksempel NOBS eller TAED) 

1—5% 

Carboxymethylcellulose 

0-2% 

Potymerer (for eksempel pofycarboxylat eller PEG) 

1-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel optisk hvidt, parfume) 

0-5% 
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Uneaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 

15-23% 

Alkoholethoxysulfat (for eksempel Ci 2 .iralkohol, 2-3 EO) 

8-15% 

Alkoholethoxylat (for eksempel C 12 .i5-alkohol, 7 EO eller 
Ci2.i6-alkohol, 5 EO) 

3-9% 

Saebe som fedtsyre (for eksempel taurinsyre) 

0-3% 

Aminoethanol 

1-5% 

Natriumcitrat 

5-10% 

Hydrotrop (for eksempel natriumtoluensulfonat) 

2-6% 

Borat (som B 4 0 7 ) 

0-2% 

Cartx>xymethytcellulo$e 

0-1 % 

Ethanol 

1-3% 

Propylenglycol 

2-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1% 

Mindre bestanddele (for eksempel polymerer, dispergeringsmidler, 
parfume, optisk hvidt) 

0-5% 

1 1 ) En vandig vaeskeformig detergentsammensaetning, der omfatter 

Lineaer alkylbenzensulfonat (beregnet som syre) 

20-32% 

Alkoholethoxylat (for eksempel Ci 2 .,s-alkohol, 7 EO eller 
CiMs-alkohol, 5 EO) 

6-12% 

Aminoethano! 

2-6% 

Citronsyre 

8-14% 

Borat (som B 4 0 7 ) 

1 - 3 % 

Polymer (for eksempel maleWacrylsyre-copolymer, forankrings- 
polymer, sSsom for eksempel laurytmelhacrylat/acrylsyre-copolymer) 

0-3% 

Glycerol 

3-8% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1% 

Mindre bestanddele (for eksempel hydrotropmidler, dispergerings- 
midler, parfume, optisk hvidt) 

0-5% 
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12) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat. der har en 


bulkmassefvlde d& mindst 600 g/l, som omfatter 

Anionisk overfladeaktivt middel (lineaer alkylbenzensulfonat, alkyf- 
suffonat, alfa-olofinsutfonat, alfa-sulfofedtsyremethylestere, aikan- 
sulfonater, saebe) 

25-40% 

Monionisk overfladeakttvt middel (for eksempel alkohotethoxylat) 

1-10% 

Natriumcarbonat (som Na 2 C0 3 ) 

8-25% 

Oploselige sweater (som Na20,2Si0 2 ) 

5-15% 

Natriumsulfat (som NajSO*) 

0-5% 

Zeolit (som NaA1Si0 4 ) 

15-28% 

Natriumperborat (som NaBOy4HzO 

0-20% 

Blegemiddelaktivator (TAED eller NOBS) 

0-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel parfume, optisk bvidt) 

0-3% 


13) Detergentformuleringer som beskrevet i 1 ) - 1 2), hvor alt eller en del af det 
5 lineaere alkylbenzensulfonat er erstattet med (Ci2-Cie)alkylsulfat. 

14) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en 


bulkmassefylde p5 mindst 600 g/l, som omfatter 


(C ir Ci»)-alkyfsulfat 

9-15% 

Alkohotethoxylat 

3-6% 

Polyhydroxyalkylfedtsyreamid 

1-5% 

Zeolit (som NaA1Si0 4 ) 

10-20% 

Lagdelt disilicat (for eksempel SK56 fra Hoechst) 

10-20% 

NaWumcarbonat (som NajCOa) 

3-12% 

OploseRgt silicat (som Na20,2Si0 2 ) 

0-6% 

Natriumcitrat 

4-8% 

Natriumpercarbonat 

13-22% 

TAED 

3-8% 

Polymerer (for eksempel polycarboxyiater og PVP) 

0-5% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001-0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel optisk hvidt, fysblegemiddel, 
parfume, saebeskumsundertrykkende midler) 

0-5% 
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15) En detergentsammensaetning formuleret som et granulat, der har en 
bulkmassefylde pa mindst 600 g/l, som omfatter 


(C ir Ci e >-aIkyisu[fat 

4-8% 

Alkoholethoxylat 

11-15% 

Ssebe 

1^4% 

ZeoBt MAP eller zeolit A 

35-45% 

Natriumcarbonat (som NazCOa) 

2-8% 

Oploseligt silicat (som Na20,2Si0 2 ) 

0-4% 

Natriumpercarbonat 

13-22% 

TAED 

1-8% 

Carboxymethylcelkilose 

0-3% 

Polymerer (for eksempel potycarboxytater og PVP) 

0-3% 

Enzymer (beregnet som rent enzymprotein) 

0,0001 -0,1 % 

Mindre bestanddele (for eksempel oplisk hvidt, phosphonat, 
parfume) 

0-5% 


16) Detergentformuleringer som beskrevet i 1) - 15), der indeholder en 
stabiliseret eller indkapslet persyre, enten som en yderligere bestanddel eller 
som en substrtut for allerede specificerede blegemiddelsystemer. 


17) Detergentsammensaetninger som beskrevet i 1), 3), 7), 9) og 12), hvor 
perboratet er erstattet af percarbonat. 

18) DetergentsammensaBtninger som beskrevet i 1) f 3), 7), 9), 12), 14) og 15), 
som yderligere indeholder en mangankatalysator. Mangankatalysatoren kan 
for eksempel vaare 6n af forbindelseme beskrevet i " Efficient manganese 
catalysts for low-temperature bleaching", Nature 369 . 1994, sideme 637-639. 

19) Detergentsammensaetning formuleret som en ikke-vandig detergent- 
vaeske, der omfatter et vaeskefbrmigt nonionisk overfladeaktivt middel, sSsom 
for eksempel en lineaer alkoxyleret primaer alkohol, et buildersystem (for 
eksempel phosphat), et enzym og alkali. Detergentet kan ogsS omfatte et 
anionisk overfladeaktivt middel og/eller et blegemkldelsystem. 

Det lipolytiske enzym ifolge opfindelsen kan inkorporeres i koncentrationer, der 
traditionelt anvendes i detergenter. Det pdtsenkes for ejeblikket, at lipasen I 
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detergentsammensaetningen ifolge opfindelsen kan tilsaattes i en maengde, 

der svarer til 0,001-100 mg lipase pr. liter vaskevaeske. 

EKSEMPLER 

Opfindelsen illustreres yderligere med henvisning til de efterf0lgende 
eksempler, som ikke tilsigter af vaere begraensende pi nogen som heist mSde 
for omfanget af opfindelsen ifolge kravene. 

EKSEMPEL 1 

Dyrkninoseksempel 

Der blev fremstfllet podekulturer af stammen Fusarium culmorvm CBS 513.94 i 
500 ml rystekolber, der indeholdt 100 ml, med felgende sammensaetning: 

Majsstebevaeske (terret) 12 g/l 

Glucose 24 g/l 

Til hver kolbe tilsaettes 0,5 g CaC0 3 og 0.5 ml olie. pH indstilles pi 5,5 fer 
autoklavering. 

Efter 3 dage ved 26 °C og 250omdr. pr. min. blev 5 ml af hver af 
podekultureme podet i rysteflasker, der indeholdt 100 ml af folgende medium: 

Pepton, Difco 0118 6 g/l 

Pepticase, Sheffield Products 4 g/l 

Gserekstrakt, Difco0127 3 g/l 

Kedekstrakt, Difco 0126 1 ( 5 g/l 

Dextrose, Roquette 101-0441 1 g/l 

Olivenolie, Sigma 10 g/l 

pH indstilles p& 7,3-7,4 for autoklavering. 

Dyrkningen foregik i 9 dage ved 26 °C og 250omdr. pr. mtn. Naerings- 
vaeskerne blev centrifugeret, og supematanteme blev oprenset pd en hydrofob 
matrix {TSK gel ButyTToyoPearl 650 C-sojle tilgaengelig fra Tosoh Corporation, 
Japan) og anvendt til yderligere undersogelser. 


I 
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Eksempel 2 

Karakteriserinqseksempel 
5 pH-optimum 

Den ifelge eksempel 1 opndede supernatant blev underkastet LU-metoden til 
bestemmelse af den ovenfor beskrevne lipaseaktivrtet, og relationen mellem 
pH og lipaseaktiviteten af de lipolytiske enzymer ifalge opfindelsen blev 
10 bestemt ved 30 °C i omrSdet fra pH 6 til pH 10. 

Resultateme af denne karakterisering er praesenteret i fig. 1. Det lipolytiske 
enzym har sit pH-optimum i omrSdet fra ca. pH 7 til ca. pH 9, mere specifikt ca. 
pH 8. 

15 

Molekvlva&qtbestemmelse 

Det blev udfart massespektrometri under anvendelse af matrixunderstottet 
laser desorption ronisation time-of flight (MALDI-TOF>massespektrometri med 

20 et VG Analytical TofSpec. Til massespektrometri blev 2 *il preve opnSet ifolge 

eksempel 1 blandet med 2^1 rnaettet matrixoplesning (a-cyano-4- 
hydroxykanelsyre i 0,1 % TFA:acetonitiil (70:30)), og 2 ^l af blandingen blev 
som en plet anbragt pS mSlpfaden. Far introduktion i massespektrometret blev 
optosningsmkJIet fjemet ved afdampning. Proven blev desorberet og ioniseret 

25 med 4 ns laserpulse (337 nm) ved taerskellasereffekt og accelereFet ind i det 
feltfrie banerar med en accelerererende spaending pd 25 kV. loner blev pSvist 
med en mikrokanalplade indstillet p& 1850 V. Spektrene blev kalibreret 
ekstemt med proteiner med kendt masse. 

30 Der blev bestemt en masse pS 28,4 kDa, 

N-terminalaminosvresekvens 

Under anvendelse af standardmetoder til opnSelse og sekvensbestemmelse af 
35 peptider [Findlay S Geisow (red.) (1989); Protein sequencing - a practical 

approach; IRL Press] er folgende 25-N-terminalaminosyrerester af det 
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Hpolytiske enzym bievet identificeret som praesenteret ved SEQ ID NO:1 (hvor 
Xaa betegner en ukendt aminosyrerest): 

AlaA/al-SerA/al-Ser-Thr-Thr-Asp4^ 
5 Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-AsrK 

EKSEMPEL 3 

Lipolvtisk aktivitet 

10 

Under anvendelse af et monolagsudstyr (KSV-500, KSV Instruments, Finland) 
er det bievet demonstreret, at det Hpolytiske enzym fra Fusarium culmorvm har 
betragtelig fonaget aktivitet over for dicaprin i naervaer af langkaedede 
alkoholethoxylater. 

15 

Et blandet monolag r en veldefineret samlet sammensaetning fremstillet af et 
diglyceridsubstrat og en alkoholethoxylatmonobestanddel (AEO: 
Heptaethylenglycol-monooctadecylether) udspredes p£ en vandig subfase 
(10 mM Glycin, pH 10,0, 0,1 mM EDTA, 25 °C). Overfladetrykket indstilles p4 

20 den onskede vserdi, og en veldefineret maengde enzym (10 LU; lipaseenhed 
som defineret ovenfor) sprejtes ind i subfasen. Lipolytisk virkning manifesterer 
sig ved den hastighed af en mobil baniere, der komprimerer monolaget med 
henblik p& at opretholde konstant overfladetryk, efterhdnden som uoploselige 
substratmolekyler hydrolyseres til mere vandoploselige reaktionsprodukter. 

25 Under anvendelse af dette assay bedemmes Hpolytiske enzymer ved en 

parameter p, der angiver den areal-slutbrekdel af substrat (dicaprin), der 
forbliver //tfce- hvdrolyseret af enzymet, nSr den Hpolytiske aktivitet standser. 

P4 denne made blev lipasen ifolge opfindelsen sammenlignet med en 
30 Aspergillus-Wpase, der traditionelt anvendes i detergenter (Upolase™, 
tilgaengelig fra Novo Nordisk A/S, Danmark). Resultaterne er praesenteret i 
tabel 1 nedenfor. 
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Tabel 1 


Forbedret tolerance af lipolvtisk enzvm fra Fusarium culmorum sammen-lionet 
med Lioolase™. 


Disse resultater viser, at ved sammenligning med Lipolase™ er det lipolytiske 
enzym opn&et ud fra Fusarium culmorum betragtelgt mere virkningsfuldt, nSr 
der er alkoholethoxylater til stede i substratfasen. 

EKSEMPEL 4 

Substrataffinitet 

Der er blevet udviklet en fremgangsm&Je, som sigter mod en enkel 
sammenligning af lipolytiske enzymers evne til akkumulere pS/i en 
substratfase (olivenolie) ved alkalisk pH (pH 9,0) og tilstedevaBrelse af det 
nonioniske overflade-aktive mkJdel Dobanol 25-7 (2500 ppm) i den vandige 
fase. 

Procedure . . . . . 

1. To kJentiske pufferoplosninger (5 ml) fremstBles I 20 ml haBtteglas, der kan 
forsegles, ("preve" (s) og "reference (r)). 

2. Det tilsaettes enzym til "preve w og "reference", og lipasekoncentrationen 
bestemmes (X LU/ml). 

3. Det tilsaettes olivenolie til "prove" og begge lipaseoplesninger rystes kraftigL 
Inkubation ved 4 °C natten over. 

4. Tilbagevaarende lipasekoncentration i de vandige faser bestemmes efter 
inkubation (Y ( LU/ml; f=r,s). 


Lipolase™ 

Fusarium culmorum lipase 
* Anvendt overfladetryk 


p (30 mN/m) * 
57% 
25% 
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Sammendraq af inkubationsbetinqelser 


Puffer 
PH 

Substrat 
Temperatur 
Lipaseaktivitet 
inkubation 


100 mM glydn (5 ml) 

Olivenolie (5 ml). 
4°C 

5-10LU/ml 

Natten over (24-26 h) 


Evaluerinq af data 


Resultatet beregnes ved at sammenligne aktivrtetstabet ved inkubering i den 
vandige fase \ kontakt med olivenolien med aktivitelstabet i den vandige fase i 
fravaer af olivenolie: 


a = Ys/Y r (se ovenfor) 


Resultateme er praesenteret i tabel 2 nedenfor. 


Tabel 2 


Substrata ffinitet 


Lipolytisk enzym a (%) 

Lipolase™ 99 % 

Fusarium culmorum lipase 99 % 


I 
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SEKVENSLISTE 

(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 1: 

(i) SEKVENSEGENSKABER: 

(A) L/ENGDE: 25 aminosyrer 

(B) TYPE: aminosyre 

(C) BESKAFFENHED: enkel 

(D) TOPOLOGI.Iineaer 

(ii) MOLEKYLTYPE: peptid 

(v) FRAGMENTTYPE: N-terminal 
(vl) NATURLIG OPRINDELSE: 

(A) ORGANISME: Fusarium culmorum 

(B) STAMME: CBS 513.94 
(Ix) EGENSKABER: 

(A) NAVN/KODE: CDS 

(B) PLACERING:101..1433 . 
(ix) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 1 : 

Ala Val Ser Val Ser Thr Thr Asp Phe Gly Asn Phe Lys Phe Tyr lie 
15 10 15 

Gin His Gly Ala Ala Ala Tyr Xaa Asn 
20 25 
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TILKENDEGIVELSER VEDR0RENDE EN DEPONERET MIKRO- 
ORGANISME 

(PCT-regel 13ofe) 


A. De nedenfor anforte tilkendegivelser angar den mikroorganisme, der er 
henvist til i beskrivelsen pa side 3, linieme 9-14 


B. IDENTIFIKATION AF OPBEVARINGSSTED 


Navn pa depositarinstitution 

CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES 


Adresse pa depositarinstitution 

Oosterstraat 1, Postbus 273. NL-3740 AG BARN 1, Holland 


Deponeringsdato: 25. oktober 1994 


Accessionsnummer CBS 513.94 
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nomineret af den person, der eftersperger proven (Regel 28 (4) EPC / 
Forordning 3.25 ifelge Australia Statutory Rules 1991 No 71). 


I 


NZAS-0020607 


DK/EP 0784674 T3 

22 

Patentkra v 

1 . Lipolytisk enzym, der 

5 a) er afledt ud fra en stamme at Fusarium culmorum, 

b) har et pH-optimum i omrddet fra ca. 7 til ca. pH 9, nbr det bestemmes ved 
30 °C med tributyrin som substrat, og 

1 o c) har f olgende N-terminalaminosyresekvens: 

AlaA/al-Ser-Val^er-Thr-Thr-te 
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-. 

15 2. Lipolytisk enzym ifolge krav 1, der er afledt ud fra stammen Fusarium 
culmorum CBS 51 3.94. 

3. Lipolytisk enzym ifolge krav 1 eller 2, der har en molekyivaegt p3 28,4 kDa 
ved massespektrometri. 

20 

4. FremgangsmSde til fremstilling af et lipolytisk enzym ifolge et hvilket som 
heist af kravene 1-3, hvilken fremgangsmSde omfatter dyrkning af en lipase- 
producerende stamme af Fusarium culmorum i et egnet naeringsmedium, der 
indeholder carbon- og nitrogenkilder og andre uorganiske salte, efterfulgt af 

25 indvindingaf detjipolytiske enzym. 

5. FremgangsmSde ifolge krav 4, hvorved den lipaseproducerende stamme er 
stammen Fusarium culmorum CBS 513.94. 

30 6. FremgangsmSde til fremstilling af et lipolytisk enzym ifolge et hvilket som 
heist af kravene 1-3, hvilken fremgangsmSde omfatter at isolere et DNA- 
fragment, der indkoder det Jipolytiske enzym; kombinere DNA-fragmentet med 
et passende ekspressionssignal i en passende plasmidvektor, introducers 
plasmidvektoren i en passende vaert enten som et autonomt replikerende 

35 plasmid eller integreret i kromosomet; dyrke vaertsorganismen under 
betingelser, der forer til ekspression af det lipolytiske enzym; og indvinde 
enzymet ud fra dyrkningsmediet 
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7. Fremgangsmfide ifolge krav 6, hvorved vaertsorganismen er af bakteriel 
oprindelse, fortrinsvis en stamme af Escherichia co!i eller en stamme af 
Bacillus eller en stamme af Streptomyces, eller af svampeoprindelse, 
fortrinsvis en stamme af Aspergillus, en stamme af Neurospora, en stamme af 

5 Fusarium eller en stamme af Trichoderma, eller en gaercelle, fortrinsvis en 
stamme af Saccharomyces eller en stamme af Kluyveromyces eller en 
stamme af Hansenula eller en stamme af Pichia. 

8. Detergentsammensaetning, der omfatter det lipolytiske enzym ifclge et 
10 hvilket som heist af kravene 1-3. 

9. Detergentsammensaetning ifelge krav 8 t som yderiigere omfatter 6n eller 
flere andre enzymer, navnlig proteaser, amylaser, cellulaser, oxidaser og/eller 
peroxidaser. 

15 

10. Detergentadditiv, der omfatter det lipolytiske enzym ifelge et hvilket som 
heist af kravene 1-3 tilvejebragt i form af et granulat, fortrinsvis et ikke- 
stevende granulat, en vaeske, navnlig en stabiliseret vaeske, en opslaemning 
eller et beskyttet enzym. 

20 

11. Biologisk ren kuttur af stammen Fusarium culmorum CBS 513.94. 
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